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　「 ラットのアルコール性肝障害モデルにおけるプロテオーム解析による新規肝障害マーカー  
タンパク質の検出」
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　この規則は、平成19 年 3 月 20日に改正し、平成 19 年 4 月 1日から施行する。　
附則








































　生物科学総合研究所・研究プロジェクト 16件の研究テーマについて、平成 26年度の研究成果 
ならびにプロジェクトの概要を報告する。
〇プロジェクトNo. Ｐ 13－ 40
研究テーマ
RNAヘリカーゼYTHDC2の転写制御と癌細胞における役割について






















1） Morohashi, K., Sahara, H., Watashi, K., Iwabata, K., Sunoki, T., Kuramochi, K., Takakusagi, K., Miyashita, H., Sato, N., 
Tanabe, A., Shimotohno, K., Kobayashi, S., Sakaguchi, K., and Sugawara, F.  Cyclosporine A associated helicase-like 
protein facilitates the association of hepatitis C virus RNA polymerase with its cellular cyclophilin B. PloS one, 2011, 6: 
e18285.
2） Tanabe A, Tanikawa K, Tsunetomi M, Takai K, Ikeda H, Konno J, Torigoe T, Maeda H, Kutomi G, Okita K, Mori M, 
Sahara H.  RNA helicase YTHDC2 promotes cancer metastasis via the enhancement of the efﬁciency by which HIF-1 
α µPNA is translated.  Cancer Letters, 2016. 376: 34-42.
（17）
〇プロジェクトNo. Ｐ 13 ― 41
研究テーマ
哺乳動物の移植拒絶抗原遺伝子の提示機構解析
研　究　期　間　：平成 25年 4月 1日～平成 28年 3月 31日
プロジェクト班長：佐原弘益　（獣医学部基礎教育研究室・教授）
【研究概要】














　MHCIIに提示される自己抗原の中に minor histocompatibility antigen（mHAg）があり、実際に骨髄移植による慢性
拒絶抗原分子として報告されている。Sahara & ShastriはマウスのmHAgの 1つで、MHCIIに提示されると考えられて












1． Sahara, H. and Shastri, N.  Second class minors. Molecular identification of the autosomal H46 histocompatibility 
locus as a peptide presented by MHC class II molecules.  J. Exp. Med., 2003, 197: 375-385.
2． Shishido T, Hachisuka M, Ryuzaki K, Miura Y, Tanabe A, Tamura Y, Kusayanagi T, Takeuchi T, Kamisuki S, 
Sugawara F, Sahara H. EpsinR, a target for pyrenocine B, role in endogenous MHC-II-restricted antigen presentation. 
Eur J Immunol, 2014. 44（11）: 3220-3231.
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〇プロジェクトNo. Ｐ 13 ― 42
研究テーマ
膜輸送体の構造解析による疾病機序の解明





Several amino acids and carnitine transport activities of bovine mammary gland epithelial cells were investigated. Gly, 
Ala, Gln, Glu, Arg, Leu, cystine and carnitine transport activities at 1 µmol/L substrate concentration were 24.0± 3.97, 
90.9± 13.4, 32.5± 9.0, 14.2± 5.1, 48.9± 11.4, 48.8± 5.1, 22.7± 6.8 and 2.56± 0.96 nmol/mg protein/min, respectively. 
Na-dependency of transport was observed in Gly, Ala and Gln, but not in Arg, Leu and carnitine. Glu and Cys transport 
activity without Na condition were reduced to 36%, 63% in Na-free condition, respectively. Carnitine transport activities 
were low but detectable with or without Na condition. There was no correlation between amino acid transport activities 
and their concentrations in milk. The data clarified in this paper will be basic data for metabolic analysis of bovine 
mammary gland. 
【背景と目的】
Many amino acid transport systems have been distinguished based on differences in their substrate-selectivity, ion-
dependence, pH sensitivity, kinetics and regulatory properties by using membrane vesicle preparations or cultured cells. 
For example, the amino acid transport system A, N, B0+ and G were Na-dependent, and system L, b0+ and y+ were Na-
independent. The mammary gland has a high demand for amino acids requiring their uptake for cell proliferation during 
pregnancy and for milk protein synthesis during lactation. Nutrient provision to lactating mammary gland includes two 
factors: blood nutrient concentration and cellular uptake. As the Na content in blood was high compared to intracellular 
Na owing to Na- K pump, the steep Na-gradient made the Na-dependent transporters active in these cells. 
Carnitine (3-hydroxy-4-N-trimethylaminobutyric acid) is a small, water-soluble molecule that has important 
physiological roles, including involvement in the β -oxidation of fatty acids. It is synthesized endogenously from lysine 
(carbon backbone) and methionine (methl group donor) in the liver and/or kidney, and animals being nursed depend 
on milk for its supply. Notably, bovine milk contains a 0.1 mmol/L order concentration which is the same level as that 
of amino acid. While amino acids and carnitine in bovine milk are considerably important for calves nutrition, little 
information is available on the transport activities and their Na-dependency of the mammary gland epithelial cells. 
Therefore, we investigated the transport activity of several amino acids and carnitine using bovine mammary gland 
epithelial cells to compare the transport activities and their concentrations in bovine milk. 
【材料と方法】
BMGE+H cell line derived from epithelial cells of bovine mammary gland was maintained as described. Radioactive (3H- 
or 14C-) chemicals were purchased from American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, MO, USA). Na-independent amino 
acid transport activities were measured as described previously. In brief, the cells were plated 5×105 cells/6-well plate 
24 h before the experiment. The cells were washed by buffer containing 130 (mmol/L) NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 10 glucose, 
15 Tris/MOPS and 0.1% BSA. All buffers containing Na were replaced with N-methyl-D-glucamine to observe the Na-
dependency. After washing the cells, the medium containing 1 µmol/L of each substrate (Gly, Ala, Gln, Glu, Arg, Leu, Cys 
and carnitine) with a radioisotope was added and incubated at 37℃ for 4 min. Uptake was terminated by washing with 2 
（19）
ml of ice-cold phosphate-buffered saline three times. After solubilizing the cells with 1 ml of 1% SDS, radioactivity of 0.8 
ml cell lysis solution was measured with a liquid scintillation counter, and the protein content of aliquot was determined 
by the Micro BCA Protein Assay kit (Thermo Scientiﬁc, Rockford, IL, USA). 
【結果と考察】
The amino acids and carnitine transport activity of bovine mammary gland epithelial cells with or without a Na 
condition are indicated in Figure 1. Gly, Ala, Gln, Glu, Arg, Leu, cystine and carnitine activities with Na condition were 
24.0 ± 4.0, 90.9 ± 13.4, 32.5 ± 9.0, 14.2 ± 5.1, 48.9 ± 11.4, 48.8 ± 5.1, 22.7 ± 6.8 and 2. 6 ± 1.0 nmol/mg protein min, 
respectively. The order of transport potency was Ala > Arg, Leu > Gly, Gln > Cys > Glu > carnitine. On the other 
hand, the order of amino acid concentration in milk from the greatest downward was Glu (0.18 mmol/L) > Gln (0.06), Gly 
(0.05), Ala (0.04) > Arg (0.02), Leu (0.01) . Therefore, there was no correlation between activities of amino acid transport 
in epithelial cells of bovine mammary gland and amino acid concentrations in bovine milk. This discrepancy may be in 
part due to biosynthesis of each nutrient in epithelial cells. Na-dependency was observed in Gly, Ala and Gln, but was not 
observed in Arg, Leu and carnitine. Glu and Cys transport activity without Na condition were reduced to 36% and 63%, 
respectively. The ambiguity of Na-dependency in Glu and Cys transports could be possibly due to the system x-c, Na-
independent cystine/glutamate exchanger. Predicted amino acid transport systems were indicated (Figure 1). 
Carnitine transport activities were low but detectable both with or without Na condition. Carnitine deﬁciency causes 
severe pathological symptoms such as cardiomyopathy and muscle weakness in human. In addition, carnitine infusion 
effectively decreased liver lipid accumulation in cow as the result of a greater capacity for hepatic fatty acid oxidation, 
and carnitine supplementation improved glucose status and diminished the risk of developing metabolic disorders 
during early lactation. It was reported that there were several carnitine transporters. As the carnitine transporter in 
bovine mammary gland was not Na-dependent, Solute carrier family 22A16 (SLC22A16), Na- independent organic cation 
transporter, is the candidate of this carnitine transporter in mammary gland. 
Figure 1.   Amino acid transport activity of epithelial cells of bovine mammary 
gland with (open column) or without (closed column) Na condition. 
Values represent the means and SE of separate experiments. “n” 
above the column is the number of 6-well plates examined (upper). 
Predicted amino acid transport systems were indicated (bottom).
（20）
〇プロジェクトNo. Ｐ 13― 43
研究テーマ
ラットの系統特性を生かした生殖発生毒性評価に関する研究















































量に設定し、以下公比 5で除して 3用量の EEを 1日齢から 5日間反復経口投与した。実験 2では実験 1の最高用量を
同様に投与した。実験 1および 2ともに対照群の動物にはコーン油を投与した。いずれの実験においても動物は生後 21
日まで養母による哺育下に置き、離乳後は膣開口の日齢を調べ、8週齢から 4週間に 1回、毎回 2週間ずつ性周期を観察

















1． Shirota M, Kawashima J, Ogawa Y, Kamiie J, Yasuno K, Shirota K, Yoshida M. 2012. Delayed Effects of Single 
Neonatal Subcutaneous Exposure of Low-Dose 17α -Ethynylestradiol on Reproductive Function in Female Rats. 
Journal of Toxicological Sciences 37: 681-689.
2． Shiorta M, Kawashima J, Nakamura T, Kamiie J, Shirota K, Yoshida M. 2015. Dose-dependent acceleration in the 
delayed effects of neonatal oral exposure to low-dose 17α -ethynylestradiol on reproductive functions in female 
Sprague-Dawley rats. Journal of Toxicological Sciences 40: 727-738.
3． 田中　恵「新生児期エチニルエストラジオール曝露による早期影響が視床下部性腺刺激ホルモン放出ホルモン分泌制
御機構に及ぼす影響に関する研究」平成 27年度麻布大学大学院獣医学研究科修士課程論文


























定した卵巣は常法に従いパラフィン包埋し、4 µm 厚の連続切片とし、hematoxylin-eosin 染色して、発育段階ごとに卵胞


















〇プロジェクトNo. Ｐ 13― 44
研究テーマ
糖鎖機能の解明に関する基礎的研究




〇プロジェクトNo. Ｐ 13 ― 45
研究テーマ
EL系統由来けいれん発作感受性QTLを導入したコンジェニック系統の形質解析







より 54cMから 60cMの位置で極めて有意な連鎖を示す LOD値 10.1をもつ QTLの存在が示された。この区間に存在す
る発作原性に関わる候補遺伝子として、シナプトソームの関連タンパク質 25（Snap25）、電位依存性カリウムチャネル 
関連タンパク質 3（Kcnip3）および Na/K/2Cl共輸送体（Slc12a1）遺伝子が存在していた。そこで、これらの遺伝子に






る（Rise et al., 1991）。しかし、高精度な連鎖解析が実施されていないため、QTLの詳細な位置は明らかにされていな
い。我々は、生物研 プロジェクト研究（No.XII）において、C57BL/6J（以後 B６）系統を背景として、EL系統 2番染
色体 D2Mit365-D2Mit280間の約 118.3Mbの領域を持つ [B6.EL-（D2Mit365-D2Mit280）/Azab]系統、D2Mit156-D2Mit266












Hagiharaら（2009）に従って分離した。分離した海馬は、RNA Later　（Thermo Fisher Scientiﬁc）に浸漬し RNA抽
出まで保存した。総 RNAの抽出は、ISOGENEⅡ（日本ジーン）を用いた。抽出した総 RNAを鋳型として、逆転
写酵素 SuperScriptIII（Thermo Fisher Scientiﬁc）を用いて cDNAを合成した。合成したｃ DNAを用いて Snap25、
Kcnip3、 Slc12a1のコーディング配列（CDS）を PCR増幅した。次に増幅した DNA断片を精製し、BigDye Terminator 




　平成 27年度は、遺伝子発現量の解析のための実験群（7個体× 4群）を作成し、海馬らか RNAを抽出し cDNAの合
成を完了した。しかし、定量的 RT-PCRによる発現量の測定まで実験を進めることができなかった。mRNAの発現量の
解析に先立って Snap25、Kcnip3、Slc12a1遺伝子の CDS配列の決定を行った。Snap25遺伝子では 206個のアミノ酸を













Frankel WF, Cofﬁn JM, Dietrich WF, Johnson EW, Lutz CM, Valenzuela A. 1995a. New seizure frequency QTL and the 
complex genetics of epilepsy. Mammalian Genome. 6: 830–838. 
Frankel WN, Johnson EW, Lutz CM. 1995b. Congenic strains reveal effects of the epilepsy quantitative trait locus, El2, 
separate from other El loci. Mammalian Genome. 6: 839–843.
Hagihara, H., Toyama, K., Yamasaki, N., Miyakawa, T. (2009). Dissection of Hippocampal Dentate Gyrus from Adult 
Mouse. J. Vis. Exp. (33), e1543.
Rise ML, Frankel WN, Cofﬁn JM, Seyfried TN. 1991. Genes for epilepsy mapped in the mouse. Science. 253: 669-673.
Rohena L, Neidich J, Truitt Cho M, Gonzalez KD, Tang S, Devinsky O, Chung WK. . 2013  Mutation in SNAP25 as a 
novel genetic cause of epilepsy and intellectual disability. Rare Dis Sep 5; 1: e26314. Erratum in: Rare Dis. 2015; 3(1): 
e1037119.
Rossi PG, Parmeggiani A, Bach V, Santucci M, Visconti P. (1995) EEG features and epilepsy in patients with autism. Brain 
and Development 17: 11–17.
Suzuki J. 2004. Investigations of epilepsy with a mutant animal (EL mouse) model. Epilepsia 45: 2-5.
（26）
〇プロジェクトNo. Ｐ 13― 47
研究テーマ
腎糸球体疾患の進行と寛解に関する比較病理学研究







白尿を伴う糸球体障害が発現し、ヒトの巣状分節性糸球体硬化（focal segmental glomerular sclerosis, FSGS）に類似
した病変に進行する。我々は本プロジェクトにおいて本ラットの進行性腎症の病理発生機序の解明に取り組み、これま
での実験的研究から OMラットの糸球体足細胞におけるアンジオテンシン II type 1受容体（AT1R）の高発現量が糸球
体足細胞傷害のトリッガーであり、これが進行性糸球体障害の一次的原因である可能性を示唆した。一方、足細胞と同








　7週齢のオスの OMラットと対照とした F344ラットから Sieving 法により糸球体を単離し、メサンギウム細胞を培養
した。免疫組織化学的検索及び real-time RT-PCR法により、両系統の培養メサンギウム細胞における AT1Rの発現を
検索した。また、両系統の培養メサンギウム細胞に 1× 10－10～ 1× 10－6 mol/L の AngⅡ（Sigma Aldrich Chemicals、
Saint Louis、MO、USA）を添加し、ファロイジン染色にて、5～ 20分後のメサンギウム細胞におけるアクチン細胞骨
格の変化を観察し、細胞面積収縮率を測定した。さらに両系統のメサンギウム細胞に 1× 10－7 mol/Lの濃度の AngⅡを
















の免疫組織化学的検索を行った。一次抗体にはそれぞれ mouse anti-thy-1（Abcam、Cambridge、UK）、mouse anti-
vimentin（DAKO、Copenhagen、Denmark） お よ び Rabbit anti-AT1（N10）（Santa Cruz Biotechnology、California、
USA）を使用し、二次抗体にはそれぞれ FITC-conjugated anti mouse IgG（EY Laboratories Inc.、San Mateo、










【Total RNAの抽出および逆転写と real-time PCR】
　両系統の培養メサンギウム細胞から total RNAを抽出し、real-time PCR法により、AT1aR、α -SMA、β -actinの遺
伝子発現量を定量した。PCRの増幅は各サンプルで正副 2通りに行って平均値を算出し、それぞれの mRNA発現量を
AT1aR mRNA発現量 /β -actin mRNA発現量比、α -SMA mRNA発現量 /β -actin mRNA発現量比として求めた。
【全身臓器のTotal RNAの抽出および逆転写 real-time PCR】
　両系統の心臓、肺、血管平滑筋、肝臓、腎臓、副腎、脳から total RNAを抽出、cDNAを作製し、real-time PCRに
より AT1aR mRNA発現量を検索した。PCRの増幅は各サンプルで正副 2通りに行って平均値を算出し、それぞれの





　採取した腎臓より常法に従い 3 µmの凍結切片を作製し、一次抗体として Rabbit anti-AT1、二次抗体には FITC-

















　両系統の培養メサンギウム細胞における AT1aRの mRNA発現量は F344ラットの方が OMラットよりも有意に高い
値を示した。
【AngⅡ添加後の培養メサンギウム細胞のα-SMA発現量の検索】
　両系統において、AngⅡ添加 6時間後のα -SMA mRNAの発現量は、非添加コントロール群と比較して増加傾向を示








　添加 AngⅡの各濃度（10－10 ~10－6 mol/L）においても、メサンギウム細胞の面積減少率は添加後 10分で最大減少率




　OMラットと F344ラットの各 8臓器において、AT1aR に特異的なバンドが検出されたが脳ではほとんどバンドが
検出されなかった。AT1aRの mRNA発現量は両系統とも肝臓での発現量が多く、心臓、肺、腎臓では肝臓に比較して











サンギウム細胞では AT1Rの mRNAの発現量が F344ラットのそれに比べ低いという結果が得られ、OMラットのメサ
ンギウム細胞の収縮機能が F344ラットよりも低く、糸球体濾過機構におけるメサンギウム細胞の機能的な脆弱性が糸




機能レベルでどの程度の影響を及ぼすかは今回の研究では明らかでなく、さらに in vitroにおける Ang IIへの反応性に
は今回の実験条件では F344と比較して有意な差が無かったため、今後より詳細な細胞機能の検討が必要である。また、
AngⅡはメサンギウム細胞において細胞内のカルシウムイオンの変動をもたらし、これにより細胞内の収縮機構が働く。
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研究テーマ
ラットのアルコール性肝障害モデルにおけるプロテオーム解析による新規肝障害マーカータンパク質の検出


























































　AST、ALT、TGはそれぞれコントロール群では 142 U/L，51 U/L，24 mg/dL、0.25％レモン群では 204 U/L，56 U/L，
35 mg/dL、0.5％レモン群では 159 U/L，52 U/L，20 mg/dL、1.0％レモン群では 169 U/L，59 U/L，26 mg/dL、アル
コール群では 222 U/L，65 U/L、38 mg/dLであった。
Superoxide dismutase（SOD）活性
　肝組織（1 mg）中の SOD活性の測定結果、コントロール群が 299.2± 250.1 U/mg、アルコール群が 750.4± 624.6 







加賀谷らはアルコール性肝障害モデルで胡麻に含まれるセサミンを 0.2％とアルコール濃度 32％を同時投与すると 8週間
後では ALT、ASTはそれぞれアルコール群で 404± 61 U/L，159± 22 U/L、アルコール -セサミン群で 216± 25 U/L，
62± 5 U/Lであり、0.2%含有量のセサミを同時投与することにより、ALT、ASTが有意に低下したことを報告してい
る 6）。Suzukiらは Lieber-DeCarliモデルでココアポリフェノールを 1.4 g/Lの割合で 5％アルコール飼料と同時給餌す
ると 8週間後では TGはアルコール群で 25.9± 3.9 mg/g of liver、アルコール -ココア群で 14.7± 2.8 mg/g of liverであ
（32）
り、ココアポリフェノールを同時給餌することにより、TGが有意に低下したことを報告している 7）。Lieber-DeCarliモ
デルでレモン汁を 0.5%、1.0%の割合で 5％アルコール飼料と同時給餌すると 4週間後では ALT、AST、TGはそれぞれ
アルコール群で 222 U/L，65 U/L、38 mg/dL、0.5％レモン群では 159 U/L，52 U/L，20 mg/dL、1.0％レモン群では 169 
U/L，59 U/L，26 mg/dLであり、0.5%以上のレモン汁を同時給餌することにより、ALT、AST、TGが有意に低下し
た。また、酸化ストレスマーカーである SODは、アルコール群が 750.4± 624.6 U/mg、0.25％レモン群が 166.0± 77.5 









失った際、ビタミン Cの力により回腹する為、ビタミン Cの抗酸化作用の一部はビタミン Eによって代行されていると
の報告もある 8）。
　肝障害や脂肪沈着の低下にビタミン Cの効果が示唆されることから、今後、ビタミン Cを 5％エタノール飼料と同時
給餌させることにより効果を確認する。
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　Embryo cryopreservation is one of the important technologies in various basic researches and clinical areas. Very 
recently, carboxylated ε -poly-L-lysine (COOH-PLL) has been developed as a new cryoprotective regent (CPA) and we 
previously demonstrated that combined treatment of COOH-PLL with ethylene glycol (EG) which is a commonly used 
CPA, is effective for vitrification of unfertilized mouse oocytes and pronuclear (PN) embryos. Some previous studies 
reported different protocol is used for vitrification of different embryonic stages because sensitivity to physical and 
physiological stress caused by vitriﬁcation seems to depend on embryonic stages. In this study, we tried to use the same 
vitriﬁcation protocol using COOH-PLL for vitriﬁcation of mouse embryos beyond the 2-cell stage as well as oocytes and 
PN embryos.
　PN, 2 cell, 4 cell, 8 cell, morulae and blastocysts were treated with 7.5% (v/v) EG and 7.5% (v/v) COOH-PLL for 3 min 
and then vitrified with 15% EG (v/v) and 15% (v/v) COOH-PLL (E15P15) for 1 min by Minimal Volume Cooling (MVC) 
method. The embryos except for PN showed low rates of survival, blastocyst and hatched blastocysts. To improve the 
survival and developmental ability of the vitrified embryos, blastocysts were vitrified with different concentrations of 
COOH-PLL. At the results, the survival and developmental rates of vitrified blastocyst in E20P10 group were higher 
(98.0 ± 2.5% and 93.3 ± 4.0%) than those of E30, E25P5 and E15P15 groups. When 2 cell, 4 cell, 8 cell embryos or 
morulae were vitriﬁed with E20P10, survival, blastocyst and hatched blastocyst rates were dramatically improved (more 
than 86.0%). Taken together, vitriﬁcation with 20% COOH-PLL and 10% EG is available for vitriﬁcation of mouse pre-
implantation embryos at the different stages. 
【研究成果】
1. Fujiwara K, Kamoshita M, Kato T, Ito J, Kashiwazaki N (2017).
Generation of rats from vitriﬁed oocytes with surrounding cumulus cells via in vitro fertilization with cryopreserved 
sperm. Anim Sci J 88: 180-184.
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　子宮における胚の受容には、一酸化窒素（NO）による環状グアノシン一リン酸（cyclic Guanosine Monophos- phate：
cGMP）産生を介した、子宮平滑筋の弛緩が重要であることが知られている。近年、子宮筋層の弛緩に及ぼす cGMP非
依存的な経路として、様々なタンパク質のシステイン残基のフリーのチオール基を NOが S-ニトロシル（SNO）化し、








ても 20 kDa以下から 220 kDa以上の広い範囲で、強いシグナルのバンドが約 20個認められた。さらに、SNO化タンパ
ク質をアビジン結合磁気ビーズにより精製しMALDI-TOF-MASS（matrix assisted laser desorption/ionization-time of 














ラット子宮において NO-cGMP経路の存在が確認され（Momohara et al., 2004）、NOドナーにより子宮収縮が抑制され
ることから、NOは子宮平滑筋を弛緩させる作用を持ち、早産の回避に働いていると考えられている（Izumi et al., 1995; 
Kaya et al., 1998）。しかし、可溶性グアニリルシクラーゼ（soluble guanylyl cyclase：sGC）の阻害により cGMP産生を
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Background: Parental behavior in mammals is innate and facilitated by social experience, speciﬁcally positive interactions 
between the parent and infant. Oxytocin （OT） plays an important role in mediating parental behavior. However, little is 
known about how OT modulates the facilitating effects of social experience on parental behavior. 
Methods: To investigate the facilitating effects of parental experience in mice, the latencies of retrieving behaviors were 
measured after acquisition of social experience. Expression of c-Fos in the medial preoptic area （MPOA）̶ a central 
region involved in parental behavior̶OT neurons, and OT receptor expression neurons was investigated. Additionally, 
the concentration of OT in the MPOA and the inhibiting effect of an OT receptor antagonist （OTA） on the facilitating 
effect of social experience were measured.  
Results: Social experience with pups shortened retrieving latencies, and the percentage of OT neuron expressing c-Fos 
signiﬁcantly increased in the paraventricular nucleus and supraoptic nucleus. The number of c-Fos positive neurons and 
the concentration of OT signiﬁcantly increased in the MPOA. Furthermore, the percentage of OT receptor expressing 
neurons expressing c-Fos in the lateral preoptic area （LPO） signiﬁcantly increased following social experience. Finally, 
infusion of OTA into the MPOA blocked the facilitating effects of social experience on retrieving behavior.
Conclusions: The results of our study demonstrate that facilitating effects of social experience with pups on retrieving 
behavior occurred via activation of OT neural systems. Understanding the neural mechanisms of the OT system may lead 
to a possible treatment for preservation of neglect.
Introduction
　Parental neglect, such as physical and/or emotional neglect, is a critical issue with serious long-term effects on child 
health and development （1–3）. Understanding biological mechanisms that facilitate parental behavior is necessary to 
prevent neglect. Animal studies have shown that various social experiences and hormones facilitate parental behavior 
（4–10）. Based on these results, we previously proposed that a positive-loop exists between the mother and infant （11）. 
Speciﬁcally, when a parent interacts with an infant, the parent shows increased parental behavior, and when the infant 
receives parental attention, they show increased attachment behavior, which further enhances the parental behavior. 
When this positive-loop is disrupted, the bonding between parents and infants is not well established, leading to neglect. 
Deﬁning the neural mechanisms involved in the facilitation of parental behavior via the positive-loop could potentially 
inform a solution to parental neglect. However, the complete biological mechanisms that modulate the facilitating effects 
of social experience in the parent–infant dyad remain unknown.
　The medial preoptic area （MPOA） has been shown to be critical parental behavior. Destruction or inactivation 
of the MPOA disrupts the onset and establishment of parental behavior （12–18）. The action of several hormones, 
including oxytocin （OT）, on the MPOA has been shown to facilitate parental behavior （19–22）. The MPOA contains 
several subregions, and these systems contribute to the regulation of parental behavior. However, the role of the MPOA 
subregions and other neuronal populations, such as the OT system, in triggering the positive-loop and enhancing parental 
behavior is not clear.
（38）
　OT is a nanopeptide hormone that is synthesized in the hypothalamic paraventricular nuclei （PVN） and supraoptic 
nuclei （SON） （23）. OT is also centrally released from the OT neurons of the PVN and SON （24）. The magnocellular 
OT neurons project to the neurohypophysis and are released into general circulation. Centrally released OT acts on OT 
receptors （OTR）, and OTRs are distributed in various brain regions involved in MPOA （25）. OT contributes to the milk-
ejection reflex, parturition, stress energy metabolism, and parental behavior （26–29）. As mentioned above, inter- and 
intra-species bonding occurs through the positive-loop, which consists of affective interactions between individuals, via 
OT systems （30, 31）. These ﬁndings suggest that OT has an important role in the onset and maintenance of parental 
behavior via the positive-loop. 
　In this study, we clarify the role of OT neural systems in facilitating the effects of social experience via the positive-
loop by examining the neural responses of the MPOA, PVN, and SON to social experiences with pups. Additionally, we 
investigated the neuronal activation of OTR expressing neurons in the MPOA to clarify the direct role of OT in facilitating 
parental behavior via MPOA neurons.
Methods and Materials
Animals and Housing 
　C57BL/6J （B6） mice were obtained from Japan Clea Co. Ltd. （Yokohama, Japan） and bred in our laboratory. Food 
and water were provided ad libitum, and animals were kept under a standard 12-hr light-dark cycle （lights on at 0600） 
in a cage （17.5 cm × 25.5 cm × 12.5 cm）. The environment was maintained at a constant temperature （24 ± 1°C） and 
humidity （50 ± 5%）. The study was approved by the Ethics Committee of Azabu University, Japan. Female mice were 
paired with male mice for 2 weeks and allowed to care for their litter. At 28-days-old, litters were weaned, and 3 to 5 mice 
were housed together in same-sex groups. Female mice （7–16 weeks old） were used in the current experiment. 
　OxytrVenus/+ female mice （7–16 weeks old）, a knockin mouse strain expressing an enhanced variant of yellow ﬂuorescent 
protein （venus） under the control of the endogenous regulatory region of the gene encoding the OTR （25）, were used to 
evaluate the distribution of OTR in the MPOA. The breeding protocol for these mice was the same as for B6 mice.
Facilitation of retrieving behavior by social experience with pups 
　Subjects were individually moved from the breeding cage to a test cage. After a habituation period of 2 days, subjects 
were assigned to one of two groups: a low-experience group （n = 14）, in which positive-loop experience was limited to 
one cycle, and a high-experience group （n = 13）, in which positive-loop experience equaled 6 cycles. In both groups, three 
4- to 5-day-old pups were placed in separate corners of the test cage over a 20-min period, and the latencies of retrieving 
the ﬁrst and last pup were measured. In the high-experience group, subjects were additionally exposed to the same three 
pups 5 times for 20 min total, with a maximum of 3-min intervals. These exposure cycles deﬁned as the “initial exposure 
term.” After the initial exposure term, pups were removed, and the subjects were left alone in the test cage. Four days 
after the initial exposure term, the retrieving test was conducted again. Three 4- to 5-day old pups were placed in separate 
corners again. Retrieving latencies were measured for 20 min, and this term was deﬁned as the “re-exposure term.” The 
latencies of retrieving the ﬁrst and last pup were compared between the initial and re-exposure terms for both groups. If 
the subjects attacked a pup, all pups were removed, and the latencies were assigned a value of 1200 sec.
Preparation of brain section for immunohistochemistry （IHC） or in situ hybridization （ISH） combined 
with IHC
　Another set of subjects was used to separately analyze brain activity. Subjects were sacrificed 1.5 h after the last 
stimuli. Subjects were anesthetized with sodium pentobarbital （50 mg/kg, intraperitoneally）, and then perfused with 4% 
paraformaldehyde （PFA） in 0.1 M sodium phosphate buffer （PB） at a pH of 7.4. The brain was removed and immersed 
in the same ﬁxative overnight at 4°C and then in 0.1 M PB saline （PBS） containing 30% sucrose at 4°C until it sank. The 
brains were cut in the coronal plane at 30 µm for IHC, or 40 µm for ISH combined with IHC on the freezing microtome. 
Every third section from the serial sections were processed for IHC for c-Fos, OT, and OTR, and for ISH combined with 
IHC for OTR mRNA and c-Fos （see Supplemental Methods and Materials for details）. The sampling protocol is described 
（39）
below. 
To investigate the expression of c-Fos in the MPOA
　Subjects were assigned to one of three groups: the non-experience group was habituated in a test cage for 2 days （n = 
8）, the low experience group was exposed to three 4- to 5-day-old pups once for 20 min （n = 8）, and the high-experience 
group was repeatedly exposed to pups for 20 min 6 times （n = 7）. After the initial exposure term, subjects were perfused. 
In addition, to investigate c-Fos expression after the re-exposure term, another set of B6 female mice were assigned to 
3 groups: non-experience （n = 5）, low-experience （n = 10）, and high-experience （n = 10） groups. Subjects in all groups 
were exposed to three 4- to 5-day old pups for 5 min, 4 days after the initial exposure term. After the re-exposure term, 
subjects were perfused.
To investigate the double expression of c-Fos and oxytocin in the PVN and SON 
　Subjects were assigned to one of three groups in the same way as described above: non-experience （n = 6）, low-
experience （n = 10）, and high-experience （n = 10） groups. In addition to observation in the PVN and SON, the number of 
c-Fos expression neurons in the MPOA was also observed within the same three groups. After the initial exposure term, 
subjects were perfused.
To investigate the double expression of c-Fos and OTR-Venus in the MPOA 
　OxytrVenus/+ female mice were assigned to one of three groups in same way as the B6 mice described above: non-
experience （n = 6）, low-experience （n = 8）, and high-experience （n = 8） groups. After the initial exposure term, subjects 
were perfused. To examine the effect of estrous cycle on the expression of OTR-venus, another set of OxytrVenus/+ female 
mice was used （see Supplement 1）.
To investigate the double expression of c-Fos and OTR mRNA in the MPOA 
　To clarify the expression pattern of double labeled c-Fos and OT mRNA in the initial exposure term, another set of 
B6 mice were examined in the same way as described above: non-experience （n = 5）, low-experience （n = 7）, and high-
experience （n = 7） groups. After the initial exposure term, subjects were perfused.
Measurement of oxytocin concentration in the MPOA
　Eight non-experience, 16 low-experience, and 13 high-experience mice were used for enzyme immunoassay （EIA）. 
In the non-experience group, mice were kept in a test cage for 2 days, and then their brains were removed. In the low- 
and high-experience groups, brains were removed 20 min after exposure to the last pup in the initial exposure term. The 
bilateral MPOA （approximately anteroposterior （AP） 0.25 mm to －0.14 mm, mediolateral （ML） 0.6 mm, dorsoventral 
（DV） 2.2 mm to the bregma） were punched out using an internal diameter needle （1 mm in diameter, Muromahci, Japan）. 
After collection, brain tissue was homogenized in PBS and the protease inhibitor. Determination of OT concentration 
was performed using a 96-plate commercial OT-enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） kit （Enzo Life Science, 
Farmingdale, NY, USA） following the manufacturer’s instructions. 
Stereotaxic surgery for injection of an oxytocin antagonist into the MPOA
　Subjects were inhalant anesthetized using isoflurane and stereotaxically implanted with a 26-guage bilateral guide 
cannula （1.2 mm long, Plastic One, Roanoke, VA, USA） aimed 2.2 mm above the MPOA （AP －0.14 mm, ML 0.6 mm, 
DV 2.2 mm to the bregma brain surface）. Animals were housed individually for approximately 1 week to recover. After 
the recovery period, subjects were injected with either an OT antagonist [OTA group, n = 13; （d（CH2）5
1, Tyr（Me）2, 
Thr4, Orn8, Tyr-NH2
9）-vasotocin trifluoroacetate salt], dissolved in saline at a concentration of 0.5 µ g/µ l （Bachem, 
Torrance, CA） or saline （saline group, n = 17） into the MPOA. Injections of 0.1 µ l were given using a 33-gauge 
bilateral microinjector （Plastic One）, which extended 2 mm below the end of the guide cannula. Thirty min after the 
microinjection, subjects were exposed to three pups and the latencies of retrieving the ﬁrst and last pups were measured. 
Subjects were additionally exposed to the same three pups for 20 min, 5 times （i.e., the initial exposure term）. Four days 
after the initial exposure term, a retrieving test was conducted using three 4- to 5-day old pups （i.e., the re-exposure 
term）. The latencies of retrieving the first and last pups were compared between the initial and re-exposure terms 
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for each group. To clarify the effect of an OTA in the re-exposure term, another set of mice were used. Cannulas were 
inserted into mice, and then they were exposed to three pups for 20 min, 6 times. Four days after the initial exposure 
term, mice were infused with an OTA or saline in same way as described above （OTA group, n = 9; saline group, n = 5）. 
Thirty min after the injection, subjects were re-exposed to three pups, and the latencies of retrieving the ﬁrst and last 
pups were measured. The position of the injector was veriﬁed after all experiments （Figure S4 in Supplement 1）.
Statistical analysis
　From the behavioral tests, mean retrieving latencies were analyzed using paired t-tests. Data on the number of c-Fos-
immunoreactivity （ir） neurons, percentages of double labeled c-Fos and OT, c-Fos and OTR venus, and c-Fos and OTR 
mRNA were analyzed using one-way analysis of variance （ANOVA） followed by the post hoc Bonferroni procedure. The 
MPOA was divided into three subregions: medial preoptic nucleus, medial （MPOM）, medial part of MPOA （mMPOA）, 
and lateral preoptic area （LPO）. Correlations between the number of c-Fos and the percentages of double labeled c-Fos 
and OT were calculated using Pearson’s correlation coefﬁcient. 
Results 
The eﬀects of social experience with pups on retrieving behavior
　The latencies of retrieval of the ﬁrst and last pups were signiﬁcantly shorter in the re-exposure term versus the initial 
exposure term in the high-experience group but not in the low-experience group [Figure 1A, latency of retrieving the ﬁrst 
pup: low-experience group t（13） = 1.198, p = 0.252; high-experience group t（12） = 3.257, p < 0.01; Figure 1B, latency of 
retrieving the last pup: low-experience group t（13） = 1.088, p = 0.296; high-experience group t（12） = 4.165, p < 0.01].
The expression of c-Fos-ir neurons in the MPOA after either the initial exposure term or the re-
exposure term
　There was a significant effect of group on the number of c-Fos-ir neurons in all regions [medial preoptic nucleus, 
medial （MPOM）: F（2, 20） = 21.933, p < 0.01; mMPOA （medial part of MPOA）: F（2, 20） = 37.566, p < 0.01; LPO （lateral 
preotic area）: F（2, 20） = 15.303, p < 0.01]. In the MPOM, the number of c-Fos-ir neurons was higher in the low and high-
experience groups compared to the non-experience group （Figure 2C, p < 0.01）. In the mMPOA and LPO, the number of 
c-Fos-ir neurons was higher in the low-experience group compared to the non-experience group （Figure 2C, mMPOA: p < 
0.01; LPO: p < 0.05）. In addition, the number of c-Fos-ir neurons was also higher in the high-experience group compared 
to the other two groups （Figure 2C, mMPOA: p < 0.01; LPO: versus non-experience, p < 0.01; versus low experience, p < 
0.05）.
　There was a signiﬁcant effect of group on the number of c-Fos-ir neurons in the mMPOA [F（2, 22） = 6.107, p < 0.01] 
and LPO [F（2, 22） = 7.651, p < 0.01]. In both the mMPOA and LPO, the number of c-Fos-ir neurons was higher in the 
high-experience group compared to the low and non-experience groups （Figure 3C, MPA: p < 0.05; LPO: non-experience 
group, p < 0.05; versus low-experience group, p < 0.01）. In the MPOM, there were no signiﬁcant differences [F（2, 22） = 
0.08, p = 0.923].
The eﬀect of social experience with pups on oxytocin neurons
　There was a signiﬁcant effect of group on the percentage of double labeled c-Fos and OT in the PVN [F（2, 23） = 22.662, 
p < 0.01] and SON [F（2, 23）, = 4.233, p < 0.05]. In the PVN, the percentage of double-ir neurons was higher in the high-
experience group compared to the low and non-experience groups （Figure 4B, p < 0.01）. In the SON, the percentage of 
double-ir neurons was higher in the high-experience group compared to the non-experience group （Figure 4B, p < 0.05）. 
In both regions, the number of c-Fos-ir neurons was also higher in the high-experience group （Figure S1 in Supplement 
1）. However, the number of OT-ir neurons did not differ between experience groups in either region （Figure S1 in 
Supplement 1）.
　Moreover, there was a strong correlation between the number of c-Fos-ir neurons in the MPOA and the percentage 
of double-ir neurons in the PVN （Figure 4C, upper ﬁgure: MPOM, R = 0.55, p < 0.01; mMPOA, R = 0.723, p < 0.01; LPO, 
R = 0.777, p < 0.01） and SON （Figure 4C, lower ﬁgure: mMPOA, R = 0.519, p < 0.01; LPO, R = 0.558, p < 0.01）. When 
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cutting the brain sections, one sample from the high exposure group was accidentally damaged in the MPOA. Therefore, 
correlations were conducted using only 25 samples total.
　There was a signiﬁcant effect of group on the concentration of OT in the MPOA [F（2, 34） = 4.822, p < 0.05], and the 
concentration of OT was higher in the high and low-experience groups compared to the non-experience group （Figure 
4D, p < 0.05）. 
The eﬀect of social experience with pups on OTR expressing neurons
　There was a signiﬁcant effect of group on the percentage of double labeled c-Fos and OTR-venus in the MPOM [F（2, 
19） = 12.616, p < 0.01], mMPOA [F（2, 19） = 13.186, p < 0.01], and LPO [F（2, 19） = 26.655, p < 0.01]. In the MPOM, 
mMPOA, and LPO, the percentage of double-ir neurons was higher in the high-experience group compared to the 
other two groups （Figure 5D, MPOM and LPO: high-experience group versus low- and non-experience group, p < 0.01; 
mMPOA: high-experience group versus low-experience group, p < 0.05, high-experience group versus non-experience 
group, p < 0.01）. The number of c-Fos-ir neurons in each area was higher in the high-experience group than the other 
two groups, and the number in the low-experience group was higher than the non-experience group. There was no 
signiﬁcant difference in the number of OTR-venus-ir neurons in each area （Figure S2 in Supplemental 1）. In addition, 
there was no signiﬁcant effect of estrous cycle on the expression of OTR-venus-ir neurons （Figure S3 in Supplemental 1）. 
Therefore, increasing the percentage of double-ir neurons is dependent on activated LPO neurons but not on changing the 
number of OTR expression neurons.
　One-way ANOVA revealed that there was a signiﬁcant effect of group on the percentage of double labeled c-Fos and 
OTR mRNA in the mMPOA [F（2, 16） = 28.590, p < 0.01], and LPO [F（2, 16） = 27.620, p < 0.01]. In the mMPOA and LPO, 
the percentage of double-ir neurons was higher in the high-experience group compared to the other two groups （Figure 
5E, p < 0.01）. 
The effect of an oxytocin antagonist on the facilitating effect of social experience on retrieving 
behavior
　The latencies of retrieving behaviors in the re-exposure term were significantly shorter compared to the initial 
exposure term in the saline group [Figure 6B, latency of retrieving ﬁrst pup: saline: t（16） = 5.804, p < 0.01; latency of 
retrieving last pup: t（16） = 5.375, p < 0.01]. Conversely, the latencies of retrieving the ﬁrst pup in the OTA group were 
signiﬁcantly increased in the re-exposure term compared to the initial exposure term [Figure 6B, t（12）=－4.768, p < 0.01]. 
In addition, the latencies of retrieving the last pup in the OTA group did not change [Figure 6B, t（12） = －0.78, p = 0.45].
　An OTA was also injected before the re-exposure term. The latencies of retrieving the ﬁrst pup in both the OTA and 
saline group were decreased in the re-exposure term compared to the initial exposure term [Figure 6D, OTA: t（8） = 2.89, 
p < 0.05; saline: t（4） = 2.82, p < 0.05]. In addition, the latencies of retrieving the last pup in the saline group showed a 
decreased trend in the re-exposure term [Figure 6D, t（4） = 2.748, p = 0.051]. However, in the OTA group, there were no 
signiﬁcant differences in the latencies of retrieving the last pup between the initial and re-exposure terms [Figure 6D, 
t（8） = 1.577, p = 0.153]. 
Discussion
　Neglect of infants is a crucial issue that needs to be addressed not only in human society but also in animal 
management. We recently proposed there is a positive-loop that exists between a parent and an infant, such that social 
and affiliative interactions within the parent–infant dyad facilitate bonding between them, resulting in more frequent 
parental behavior （11）. Better understanding of the neural mechanisms involved in the positive-loop that facilitate 
parenting behavior could potentially be useful in identifying a solution to neglect. With this aim, the present study 
revealed the inﬂuence of OT on the MPOA in facilitating parental behavior.
　Through the acquisition of social experience with pups, latencies of parental retrieving behaviors were reduced. In 
addition, more social experience with pups also resulted in higher density of c-Fos expression in the MPOA. These results 
suggest that behavioral and neural changes in the MPOA increased and depended on the amount of social experience 
（42）
with pups. Interestingly, in the re-exposure term, when the high-experience group showed increased retrieving behavior, 
increased neural activity was also observed in the mMPOA and LPO, but not in the MPOM. This result suggests that 
there were regional differences with respect to retrieving behavior control, and is supported by literature that shows 
the distribution of c-Fos expressing neurons differs between subregions during maternal behavior （32, 33）. For example, 
postpartum mice, which may have increased parental motivation, showed a high density of c-Fos-ir neurons in the 
lateral area of the POA following exposure to pups （34）. Moreover, lesion of the lateral part of the POA has been shown 
to disrupt maternal behavior in rats （16）. Furthermore, in contrast to LPO, the central part of the MPOA （cMPOA）, a 
region that may be involved in the mMPOA in our study, has been shown to suppress infanticidal behavior （34, 35）. It is 
possible that the cMPOA controls aggressive motivation toward pups, while the LPO facilitates and/or maintains parental 
motivation. Several studies have used the optogenetic method to control for speciﬁc neurons in the MPOA （36, 37）. This 
type of procedure could be useful to further clarify the roles of subregions in parental behavior.
　This study further showed that OT systems are key mechanism in the regulation of retrieving behaviors induced by 
social experience with pups. Changes in retrieving behaviors, c-Fos expression in the MPOA, and the percentage of 
double positive neurons in the PVN and SON were related. Activation of OT system was increased by social contact, such 
as vaginocervical stimulation, mating, suckling, and touching （38–44）. OT release facilitates afﬁliative behaviors （45）. 
It is highly likely that repeated pup exposure with direct contact facilitates retrieving responsiveness via OT release 
from OT neurons. This possibility is confirmed by the increased OT concentration in the MPOA that followed social 
experience. However, there was some discrepancy in the relationship between the facilitating effect of pup exposure and 
OT concentration in the MPOA. We expected that the high-experience group would show the highest OT concentration, 
but the high and low-experience groups did not differ in OT concentration. One possible explanation for unexpected 
result could be the timing of extraction of brain tissue for EIA. In this experiment, brain tissue was sampled after 20 min 
from exposure to the last pup. Therefore, there was a large difference in the period of time from the beginning of initial 
pup exposure to the removal of brain tissue between the high and low-experience groups. Future studies are needed to 
investigate the time course of OT release using high time resolution methods such as microdialysis or calcium imaging.
　It is also known that the actions of OT are mediated by binding to OTRs. Therefore, we additionally examined c-Fos 
expression in OTR-venus-ir neurons and OTR mRNA-ir neurons in the MPOA. We found the high-experience group 
showed a higher percentage of double positive neurons particular in the LPO. These results revealed for the ﬁrst time that 
social experience with pups activates OTR expressing neurons in speciﬁc regions of the MPOA. There are large numbers 
of OT ﬁbers that project to the pituitary from the PVN, near the LPO （46）, and OT can be released somatodendritically 
from magnocellular OT neurons （47, 48）. Therefore, it is possible that OT sensitive neurons in the LPO were activated 
by OT that diffused from dendrites or from passing ﬁbers. This theory is further supported by the suppression effect of 
OTA in the MPOA. This result is also supported by previous studies that reported the onset of maternal behavior was 
facilitated by injection of OT （49） or delayed by injection of an OTA （50）. We additionally revealed that the facilitating 
effect of social experience was blocked by an OTA. Conversely, injection of an OTA before the re-exposure term did not 
prolong the latency. It is possible that OT is not essential for the established behavior, but rather might be critical in the 
initial processing or encoding of social cues and behavior （51–53）. These results strongly support the idea that OT is an 
important trigger for facilitating retrieving behavior. 
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Figure 1.  Social experience with pups shortened retrieving latencies.
　This ﬁgure depicts latencies of retrieving the ﬁrst （A） and last （B） pup in the low- （n = 14） and high-experience 
groups （n = 13）. In both groups, subjects were exposed to three pups, and the latencies of retrieving the ﬁrst and 
last pups were measured. In the high-experience group, subjects were additionally exposed to the same three 
pups, 5 times. This procedure was defined as the “initial exposure term.” Four days after the initial exposure 
term, subjects were re-exposed to three pups, and the latencies of retrieving were again measured. This procedure 
was defined as the “re-exposure term.” The high-experience group, but not the low-experience group, showed 
significantly shorter retrieving latencies in the re-exposure term compared to the initial exposure term. **p < 
0.01, paired t-tests examined differences between exposure terms. Error bars denote mean ± standard error of the 
mean （SEM）.
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Figure 2.  Social experience with pups induced a high density of c-Fos in the whole medial preoptic area （MPOA）.
（A）In the initial exposure term, the low-experience group （n = 8） was exposed to three pups only once for 20 
min. The high-experience group （n = 7） was additionally exposed to three pups for 20 min, 5 times. The non-
experience group （n = 8） was not exposed to pups. Ninety min after the initial exposure term, subjects in all three 
groups were perfused. 
（B）Depiction of c-Fos immunohistochemistry in the MPOA after the initial exposure term in the three 
experimental groups. The MPOA was divided into three subregions based on the brain atlas: medial preoptic 
nucleus, medial （MPOM）, medial part of MPOA （mMPOA）, and lateral preoptic area （LPO）. Enlarged views of 
dash square areas are shown below each picture. The scale bar in the wide-angle picture is 200 µm, and in the 
enlarged picture is 50 µm.
Quantiﬁcation of the number of c-Fos-immunoreactivity （ir） neurons in the MPOM, mMPOA, and LPO of the non-
experience （gray bars）, low-experience （blue bars）, and high-experience （orange bars） groups. The number of 
c-Fos-ir neurons in the whole MPOA increased and was dependent on the amount of social experience with pups. 
*p < 0.05, **p < 0.01, one-way analysis of variance （ANOVA） with post hoc Bonferroni tests. Error bars denote 
mean ± standard error of the mean （SEM）.
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Figure 3.  Social experience with pups induced high density of c-Fos in the medial part of MPOA （mMPOA） and 
lateral preoptic area （LPO） in the re-exposure term.
（A）Four days after the initial exposure term, subjects in the non-experience （n = 5）, low-experience （n = 10）, 
and high-experience （n = 10） groups were exposed to three pups for 5 min. Ninety min after the re-exposure term, 
subjects from all three groups were perfused. 
（B）c-Fos immunohistochemistry in the MPOA after the re-exposure term in the three experimental groups. 
Enlarged views of dash square areas are shown below each picture. The scale bar in the wide-angle picture is 200 
µm, and in the enlarged picture is 50 µm.
（C）Quantiﬁcation of the number of c-Fos-immunoreactivity （ir） neurons in the medial preoptic nucleus, medial 
（MPOM）, mMPOA, and LPO of the non-exposure （gray bars）, low exposure （blue bars）, and high exposure （orange 
bars） groups. The high-experience group showed a higher number of c-Fos-ir neurons in the mMPOA and LPO, 
but not in the MPOM. *p < 0.05, **p < 0.01, one-way analysis of variance （ANOVA） with post hoc Bonferroni 
tests. Error bars denote mean ± standard error of the mean （SEM）.
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Figure 4.  Social experience with pups induced neural activity in oxytocin （OT） neurons.
（A）Expression of c-Fos in OT-immunoreactivity （ir） neurons in the paraventricular nuclei （PVN） and supraoptic 
nuclei （SON） following the initial exposure term in the non-experience, low experience, and high-experience 
groups. The arrowheads indicate double-labeled neurons. The scale bar is 12.5 µm.
（B）Quantification of the percentage of OT-ir neurons expressing c-Fos in the PVN and SON in the non-
experience （gray bars, n = 6）, low-experience （blue bars, n = 10）, and high-experience （orange bars, n = 10） 
groups. Social experience with pups activated OT-ir neurons in both regions. *p < 0.05, **p < 0.01, one-way 
analysis of variance （ANOVA） with post hoc Bonferroni tests. Error bars denote mean ± standard error of the 
mean （SEM）.
（C）Correlations between the number of c-Fos-ir neurons in the medial preoptic area （MPOA） and the percentage 
of OT-ir neurons expressing c-Fos in the PVN （n = 25, upper panel） and SON （n = 25, lower panel）. There were 
positive correlations in both regions. **p < 0.01, Pearson’s correlation coefﬁcient.
Quantification of the OT concentration in the MPOA after the initial exposure term in the non-experience 
（gray bars, n = 8）, low-experience （blue bars, n =16）, and high-experience （orange bars, n = 13） groups. Social 
experience induced a higher concentration of OT in the MPOA. **p < 0.01, one-way ANOVA with post hoc 
Bonferroni tests. Error bars denote mean ± SEM.
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Figure 5.  Social experience with pups induced c-Fos in oxytocin receptor （OTR） expressing neurons.
（A）c-Fos （red） and OTR-venus （green） expression in the medial preoptic area （MPOA） in the high exposure 
group. The scale bar is 200 µm.
（B）c-Fos （red） and OTR-venus （green） expression in the lateral preoptic area （LPO） in the non-experience, low-
experience, and high-experience groups. The picture of the high-experience group was magnified from dashed 
square areas in （A）. The scale bar is 50 µm.
（C）c-Fos （brown） and OTR-messenger ribonucleic acid （mRNA; blue） expression in the LPO in the non-
experience, low experience, and high-experience groups. The scale bar is 12.5 µm.
（D）Quantiﬁcation of the percentage of OTR-venus-immunoreactivity （ir） neurons expressing c-Fos in the medial 
preoptic nucleus, medial （MPOM）, medial part of MPOA （mMPOA）, and LPO in the non-experience （gray bars, n 
= 6）, low-experience （blue bars, n = 8）, and high-experience （orange bars, n = 8） groups. Social experience with 
pups activated the OTR-venus expressing neurons. *p < 0.05, **p < 0.01, one-way analysis of variance （ANOVA） 
with post hoc Bonferroni tests. Error bars denote mean ± standard error of the mean （SEM）.
（E）Quantiﬁcation of the percentage of OTR mRNA-ir neurons expressing c-Fos protein in the MPOM, mMPOA, 
and LPO in the non-experience （gray bars, n = 5）, low-experience （blue bars, n = 7）, and high-experience （orange 
bars, n = 7） groups. Social experience with pups activated the OTR mRNA expressing neurons. **p < 0.01, one-
way ANOVA with post hoc Bonferroni tests. Error bars denote mean ± SEM.
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Figure 6.  An oxytocin antagonist （OTA） suppresses the facilitating effects of social experience with pups on 
retrieving behavior.
（A）Subjects were injected with an OTA （OTA, n = 13） or control saline （saline, n = 17）. Thirty min after the 
injection, subjects were exposed to three pups 6 times similar to the high-experience group. Four days after the 
initial exposure term, subjects were re-exposed to three pups and latencies of retrieving the ﬁrst and last pups 
were measured.
（B）Depiction of the latencies of retrieving the first and last pups in the OTA and saline groups. In the saline 
group, both latencies of retrieving the first and last pups were significantly shorter in the re-exposure term 
compared to the initial exposure term. In the OTA group, latencies of retrieving the ﬁrst pup were signiﬁcantly 
longer in the re-exposure term compared to the initial exposure term. **p < 0.01, paired t-tests assessed 
differences between exposure terms. Error bars denote mean ± standard error of the mean （SEM）.
（C）Mice were exposed to three pups 6 times similar to the high-experience group. Four days after the initial 
exposure term, mice were injected with an OTA （n = 9） or saline （n = 5）. Thirty min after the injection, subjects 
were exposed to three pups and the latencies of retrieving the ﬁrst and last pups were measured.
Depiction of the latencies of retrieving the ﬁrst and last pups in the OTA and saline groups. Both the OTA and 
saline groups show signiﬁcantly shorter latencies of retrieving the ﬁrst pup. *p < 0.05, paired t-tests examined the 
differences between exposure terms. Error bars denote mean ± SEM.
（51）
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早期離乳ストレスによる行動神経への影響の解析



















は、最低でも 5つのプロモーター領域の存在が知られている。各々のプロモーターは、短い 5′noncoding exonから転写
され、共通の 3′coding exonと組み合わさる。こうして作られた 5種類のプロモーター由来 BDNF mRNAが BDNF蛋
白質をコードすることが明らかになっている。5種類のプロモーター由来 BDNF mRNAのうち、プロモーター 4由来の
BDNF mRNAは、DNAの遺伝情報を RNAに転写する際に関与する転写因子である calcium- response factor（CaRF）、
methyl-CpG- binding protein 2（MeCP2）、upstream stimulatory factors（USFs）、そして、calcium/ cyclic adenosine 
monophosphate （cAMP）–responsive element binding protein（CREB）、の結合部位を持つため、BDNF発現調節部位で
あると考えられている（2）。










　成熟 BDNF 蛋白質は TrkB と結合することによって、TrkB の二量体化及び自己リン酸化を誘発し、
phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K） カ ス ケ ー ド、extracellular signal-regulated kinase （ERK） カ ス ケ ー ド、
（52）
Phospholipase C gamma 1 （PLC γ）カスケード以上の計 3つのシグナル伝達カスケードを活性化させる。これらのカス
ケードは、CREBのような転写因子を活性化し、最終的に神経可塑性、ニューロン新生、細胞生存、ストレス抵抗性
といった BDNF機能を発揮する（2, 3）。また、これらのカスケードは、異なる作用を有することが明らかとなっている。

























　動物は温度 23℃、湿度 50%、明期 12時間、暗期 12時間（6時点灯、18時消灯）に調節された動物室内で中ケージ







とした。産仔数が多い場合は 1日齢（PD1）までに 1胎につき最大 10匹（原則オス：メス =1：1）になるように淘汰し
た。その後は、離乳操作まで親仔ともに同一ケージにて飼育した。
　EVA樹脂シート作成
　エバフレックス（三井・デュポン・ポリケミカル株式会社）4粒（約 100 mg）を 1.5 mlチューブ（TreffLab:大阪薬研




クスを新しい 1.5 mlチューブ（TreffLab:大阪薬研株式会社）に入れ、control用シートには 2% Fast Green FCF溶液
（DMSOで調節済）10 µ l、DMSO10 µ l、ジクロロメタン 1 mlを、7,8-DHF用シートには、2%ブリリアントブルー溶液
（DMSOで調節済）10 µ l、1M7,8-DHF（DMSOで調節済）10 µ l、ジクロロメタン 1 mlを分注した。VORTEX（speed2）
に固定して 1時間ほど振動させ、完全にエバフレックスを溶かした後、ガラスシャーレに溶液を分注して、－80℃冷凍
庫に 30分ほど入れ凍結させた。凍結した樹脂を－20℃に入れ、over nightさせた。脳へ EVA樹脂シートを局所移植す
る前に、0.5 cm× 0.3 cmほどの大きさに切りだした。
　シート移植・早期離乳操作
　仔マウスの生後 13日目または 14日目（PD 14または PD14）に、前頭前野局所移植処置 1時間以上前にケージを実




乳 control群）、通常離乳した 7,8-DHFシート群（通常離乳 7,8-DHF群）、早期離乳したコントロールシート群（早期離










ビニル製で、接触壁のないオープンアーム 2本（5 cm× 25 cm）と高さ 5 cmの接触壁によって囲まれているクローズ











Corer（2 mm、18035-02、室町機械株式会社）を用いてパンチアウトした。パンチアウトした部位は RNAlater RNA 
Stabilization Reagent（QIAGEN）を 100～ 150 µ l分注した 1.5 mlチューブ（TreffLab:大阪薬研株式会社）に入れた。
その後は RNeasy Protect Mini Kit（QIAGEN）を用いて、mRNA抽出を行った。手項は抽出プロトコールに従った。
高架式十字迷路終了時点から 48時間以上経過後に脳採取を行った。実験室で 1時間以上馴化し、頸椎脱臼により安楽
死させた後、断首し迅速に前頭前野を摘出した。摘出した脳部位は、RNAlater RNA Stabilization Reagent（QIAGEN）
を 100～ 150 µ l分注した 2 mlチューブ（アズワン株式会社）に入れた。その後、1000 µ lの TRIzol®Reagent（ライフ
テクノロジージャパン株式会社）を分注した Soft tissue homogenizing CK14（Bertin TECHONOLOGIES）あるいはス








　DNases処理した mRNAサンプルの濃度と 260 nm吸光度 /280 nm吸光度比は、NanoDrop（サーモフィッシャーサイ
エンティフィック株式会社）を用いて測定した。基本的には 260 nm吸光度 /280 nm吸光度比が 1.5以上のサンプルを使
用した。
　cDNA化
　mRNAは、分解されやすいため、SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（invitrogen）用いて、逆転写（reverse 
transcription;RT）を行い、各サンプル 0.2 µg/mlずつ の mRNAを cDNA化した。各サンプルの mRNAと蒸留水（大
塚製薬株式会社）の合計量を 14 µ lにし、5X VILO Reaction Mix（Invitrogen）4 µ lと 10X SuperScript Enzyme Mix
（Invitrogen）2 µ lを加え、合計 20 µ lを 0.2 mlチューブ（BIO-BIK No.T-02：株式会社イナ・オプティカ）で混和した。
サーマルサイクラー（MyCycler バイオ・ラボラトリーズ株式会社） にて、10分 25℃、60分 42℃、5分 85℃の逆転写反
応を行った。cDNA化されたサンプルは－ 20℃で保管した。
　定量的 polymerase chain reaction（PCR） 
　定量的 PCR は Thermal Cycler Dice Real Time System Single TP850（タカラバイオ株式会社）を用いた。スタン
ダード・サンプル・Nuclease-free Water（Ambion）・ SYBR Premix EX TaqⅡ（タカラバイオ株式会社）・プライマー
（HPRT・BDNF1・BDNF2・BDNF3・BDNF4・BDNF5・BDNF6）（製造：BDNF3:タカラバイオ株式会社、BDNF1、2、
4、5、6、HPRT:株式会社ニッポン・ジーン）・8 連チューブ（0.2ml Hi-8-Tude:タカラバイオ株式会社）・ 8 連チューブフ
タ（0.2ml Hi-8-Flat Cap：タカラバイオ株式会社）を用いた。 
　スタンダードは複数の cDNA サンプルを混ぜて、EASY Dilution（タカラバイオ株式会社）で 1/8、1/16、1/64、
1/128 に 4 段階希釈したものを用いた。まず、4 段階スタンダード（STD）と、cDNA サンプルにおいて、ターゲット遺
伝子とする各プライマー由来の BDNF 遺伝子とハウスキーピング遺伝子である HPRT の Ct 値を求めた。その後、ター
ゲット遺伝子における cDNA サンプルの Ct 値を、ターゲット遺伝子の STD から得た検量線にあてはめることで、サン
プルのターゲット遺伝子発現量を算出した。また、ハウスキーピング遺伝子における cDNA サンプルの Ct 値を、ハウス
キーピング遺伝子の STD から得た検量線にあてはめ、ハウスキーピング遺伝子発現量を算出した。この STD サンプル
におけるハウスキーピング遺伝子発現量から、増幅率や検量線の傾きを計算し補正した上で、ターゲット遺伝子発現量
を算出した。この STD サンプルにおけるハウスキーピング遺伝子発現量から算出された BDNF 遺伝子発現量を利用し
て、各サンプル内のターゲット遺伝子発現量 /STD サンプルにおけるハウスキーピング遺伝子発現量から算出されたター
ゲット遺伝子発現量を Relative Quantity とした（図 2-5）。 本項では、各胎の傾向を補正するために、同胎内の通常離乳
マウスの Relative Quantity 平均で各個体の Relative Quantity を割り、得た値を Normal wean 平均発現量として使用し
た。cDNA 化したサンプルは蒸留水（大塚製薬株式会社）を用いて 20 倍希釈して用い、プライマーは、Nuclease-Free 
Water（Ambion）を用いて 10 µM に調整にして使用した。 
　スタンダードやサンプルは、SYBR Premix EX Taq Ⅱ 12.5 µ l、primar Foword 1.0 µ l、primar Reverse 1.0 µ l と 
Nuclease-free Water（Ambion） 9.5 µ l、スタンダードあるいはサンプル 1 µ l を混和した。PCR 反応は 95℃ 30 秒を 
1cycle、95℃ 5 秒と 60℃ 45 秒を 40cycles とし、PCR 反応後に Dissosiation として 95℃ 15 秒、60℃ 30 秒、95℃ 15 秒
を行った。プライマーの性質上、例外として、BDNF1 は、95℃ 30 秒を 1cycle、95℃ 5秒と 55℃ 45 秒を 40cyclesと




　データ解析には、SPSS statistics 17.0 （SPSS Japan Inc.）を用い、高架式十字迷路試験、前頭前野の BDNF mRNA発
現量において、雌雄別に、通常離乳した溶媒投与群（通常離乳 control群）、早期離乳した溶媒投与群（早期離乳 control
（55）



















　13日齢で実験を行ったオスマウスでは、通常離乳 control群・早期離乳 control群と比較して早期離乳 7,8-DHF群で
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図 32　14日齢 7,8-DHF局所移植によるオスマウスにおける前頭葉 BDNF6発現量の変化
（72）
図 34　13日齢 7,8-DHF局所移植によるオスマウスにおける前頭葉 BDNF6発現量（Z値）の変化
図 33　13日齢 7,8-DHF局所移植によるオスマウスにおける前頭葉 BDNF6発現量の変化
（73）
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て異なる。ヒトが聞くことが可能な音は 20 Hzから 20,000 Hzの周波数領域であり、それ以外の領域の音を聴くことは













マウスを隔離し出産させた。生後 28日で離乳し、その後 1ケージにつき同性のマウスを 4－ 5匹で飼育した。すべての
マウスは 12時間の明暗周期（明期；6:00-18:00，暗期；18:00-6:00）で、一定の室温（24± 1 ℃）、相対湿度（45± 5%）
に保たれた動物室で飼育ケージ（17.5 cm× 24.5 cm× 12.5 cm）にて維持した。成熟後（>生後 8週齢）にオスマウス
とメスマウスをペアにし、メスの妊娠が確認された時点でオスマウスを隔離した。妊娠メスマウスを単独飼育し、出産











　超音波の再生機器の詳細については以下の通りである。Nc-Si emitter はナノクリスタリンシリコン（nano-crystarin 
Silicon; nc-Si）とクリスタルシリコンを交互に配置してあり、熱を加えた場合、二つの物質の熱特性により機械的な大
きな振動を伴うことなく超音波を発生することができる（Shinoda et al., 1999; Kihara et al., 2006）。このスピーカーを




　飼育ケージと同じ大きさのプラスチックケージを用いた。左右の長壁には穴をあけ（角から 60 mm, 底から 35 mmを
中心として直径 40 mm）、さらにケージ内で再生した音声の反響を防ぐためにスリット（角から 1 cm, 底から 1 cmの位
置に 4 mm間隔で 8× 12 mm）をあけた。それぞれの穴には先端が筒で覆われた筒（内径 36 mm、外径 40 mm、長さ
150 mm）を取り付けた。ケージには新しい床敷を敷き詰めた。
防音室および防音箱
　実験を行う時は（株）カワイ音響システムの防音室（横 143 cm×高さ 228 cm×奥 233 cm）の中に設置してある防音






を開始し嗅覚刺激は nc-Si emitterと網の間に提示した。両方の筒に侵入したことを確認し、その後 5分間、刺激音（WT 






　本研究室での先行研究により録音されたWT pup USVsのうち各 Call Type（Syllable）の発声回数、発声時間が代表的







　WT pup USVs については実験 1－ 1に準ずる。Randomized pup USVs については以下の手順で作成した。WT pup 
USVsを Callごとに分割し時間軸に沿ってすべてに番号をふった。ただしこの時の Callとは 1つの Syllableと次の
Syllableまでの intervalとする。この番号（No,694まで）を 100通りにランダム化し元の音声の Syllable構造からより
その構造が壊されたものを選択した。この構造の違いについてはまず、2つの Syllableの発生率を計算する。Syllableは
計 10種類なので 100通りの発生率について計算されるが以下の 3点に着目して選別した。一つ目は元データで最も発
生率の高かった”cx-cx”の発生率が減少していること。二つ目は元データで発生率が 4%以上であった上位 4種類（cx-
cx, h-h, ts-ts, h-cx）の組み合わせが減少していること。最後に元データで発生率が 3%以上であった上位 7種類（cx-cx, 
h-h, ts-ts, h-cx, cx-f, cx-h, fs-cx）の組み合わせが減少していること。この条件に合ったパターンが 10通りであったが、
より各条件の発生率が減少しているものを採用した。採用されたランダム化の番号に従い分割した音声を再構築したも
のを Randomized pup USVs として使用した。音声の編集には Audacityを用いた。
統計処理
　各測定項目について wilcoxon rank sum testを用いて検定した。有意水準は 0.05%とした。統計ソフトはエクセル統
計の Statcel 3をもちいた。
結果
　WT pup USVs と HT pup USVs に対する嗜好性の結果を測定項目ごとに図 1-4に示した。WT pup USVsにおいて筒を
覗いた時間が non-soundよりも soundで長くなることが分かった。同じ項目でも HT pup USVsでは有意な差は見られな
かった。筒内滞在時間においてもWT pup USVs 再生時は non-soundよりも soundで有意に長くなったが HT pup USVs
では有意な差は見られなかった。網探査時間も同様にWT pup USVsで有意に soundが高い値になるが、HT pup USVs
では有意な差は見られなかった。
　WT pup USVs と Randomized pup USVs に対する嗜好性の結果を測定項目ごとに図 1-4（rWT）に示した。筒内侵入回
数においてWT pup USVsでは有意に no-soundよりも soundで高い値になったが Randomized pup USVs再生時では有
意な差は認められなかった。筒内滞在時間においてもWT pup USVsでは有意に no-soundよりも soundで高い値になっ
たが Randomized pup USVsでは有意な差は見られなかった。網探査回数ではWT pup USVsでは有意に no-soundより
も soundで高い値になった。しかし Randomized pup USVs再生時では有意な差は見られなかった。網探査時間ではWT 
pup USVsでは有意に no-soundよりも soundで高い値になったが Randomized pup USVsでは有意な差は見られなかっ
た。
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rWT : Randomized pup USVs
図 4：音声再生時の筒に入るまでの潜時（latency）の比較
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　温度 23℃、湿度 50%、明期 12時間、暗期 12時間（6時点灯、18時消灯）に調整された飼育室で中ケージ（17.5 cm







　1.5 mlチューブに切断した指を入れ、0.04Mに調節した NaOH溶液を 500 µ l入れた。サンプルが入った 1.5 mlチュー














　PCR反応液は、精製水 6.32 µ l、10 x buffer 1 µ l、dNTPs（2.5 mM each） 0.8 µ l、プライマーミックス 0.8 µ l、rTaq 
0.08 µ lを、サンプル＋1の量で混ぜ、氷上で分注した後、DNAサンプルを 1.0 µ lを加えた。PCRは、95℃を 5分間の後、
95℃ 45秒、54℃ 40秒、72℃ 1分を 35サイクルし、72℃ 10分を 1サイクルし、その後 10℃で保存した。
電気泳動





を 10 µ l入れた。ゲルの一番端のレーンにはサイズマーカー（Gene Ladder Wide 1：和光純薬工業株式会社）を入れた。
100 Vで陰極から陽極方面に 15分間電気泳動し、エチジウムブロマイド（EtBr Solution 01305H 10 mg/ml：和光純薬工
業株式会社）が入ったタッパーに入れ、15分間シェイカーの上に乗せながら浸漬した。DWを満たしたタッパーでエチ
ジウムブロマイドリンスを行い、ゲルを Transilluminator（Trans illuminator Model：LMS-20E P/N 95-0220-03：フナコ
シ株式会社）に移し、紫外線を照射し観察した。
実験スケジュール



















ら 5分を Phase1、10分から 30分を Phase2とし、分けた解析も行った。
結果
　結果は、図 1-1~9 で示した。群は、コントロール群（C57BL/6）、TRPV1KO 群（demonstararor が C57BL/6、
observerが TRPV1KO）で示した。
I．コントロール群と TRPV1KO群における Licking行動発現時間の比較





　各群の 0.5%、2%、Single条件における Self-grooming発現時間の割合を図 1-4、1-5、1-6に示した。痛み行動と
同様に、WTマウスでは、Singleに対して、デモンストレーターが 2％のホルマリンを同時投与された場合に、Self-
groomingの値が上昇した。この効果はデモンストレーターが 0.5%のホルマリン投与の場合では認められなかった。こ
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図 1-1　ホルマリン投与実験における Licking 行動の発現割合
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図 1-2　ホルマリン投与実験における Licking 行動の発現割合（Phase I）
図 1-3　ホルマリン投与実験における Licking 行動の発現割合（Phase II）
図 1-4　ホルマリン投与実験におけるSelf-grooming 行動の発現割合
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図 1-5　ホルマリン投与実験におけるSelf-grooming 行動の発現割合（Phase I）
図 1-7　ホルマリン投与実験におけるAllo-grooming 行動の発現割合
図 1-6　ホルマリン投与実験におけるSelf-grooming 行動の発現割合（Phase II）
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図 1-8　ホルマリン投与実験におけるAllo-grooming 行動の発現割合（Phase I）














































　Conventional 動物飼育施設は、イヌ・ネコを対象とした動物飼育施設（3 階 3 室）であり、実験用に生産された
動物のみの飼育を行っている。
○感染実験施設












































た。その結果、胎子循環血液中の Caと Pの濃度は母牛より高濃度で、ヒトやマウスと同様であった。血液中 PTHrP
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イ ン種乳牛の胎盤における発現および臍帯血液中の濃度・第 158回日本獣医学会学術集会・2015年 9月 8
日・青森・口演
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　平成 27年度は食物アレルゲン OVAを認識する T細胞受容体を発現するトランスジェニックマウスを用いて検討
していく予定であるが、このトランスジェニックマウスの繁殖が実験に使用できる数が確保できなかったため、通常
の BALB/ｃマウスを用いた食物アレルギーモデルの実験系の予備的な研究を行った。マウスを無作為に様々な条件
の OVA感作群（0.1 µg/匹 , 1 µg/匹 , 10 µg/匹 , 100 µg/匹の 4群）と対照群の群に分けて実験を行った。OVA 10 µg












OVA量を検討するため、OVA（1 µg-10 mg/dose）と OVAを発現していない乳酸菌を混合して、マウスに経口投与
した。OVA 10 µg以上の経口投与で OVA 特異的 IgEの抑制が見られた。また、PBS投与群と比較して OVA 10 µg-


















































　本研究ではイヌの歯周病原菌である Porphyromonas gulaeに対する樹液成分の in vitroおよび in vivo抗菌作用を検
討した。樹液 3～ 10％（v/v）は濃度依存的およびインキュベーション時間依存的に P. gulaeに対する殺菌効果を示










結果、両群ともに 90%以上の犬が P. gulaeを保有していた。一方で、MR群では 48.0%の犬が病原性の最も高い ﬁmA
遺伝子 C型を優位に保有しており、健常群（18.8％）と比較して有意に高い保有率を示した。 
研究成果報告
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Yasuda H, Nakano K, Asai F: Distribution of Porphyromonas gulae ﬁmA genotypes in oral specimens from dogs 










































































































論　文　 Okada S, Orito K. Tugging force: A new objective index for evaluating acute changes in neuromuscular function 



































DHA等を産生することができない D6D KOマウスを用いて、各脂肪酸の役割について検討した。LAと ALAを含ん
だ人工乳（Cont）と、Cont乳に ARA、EPA、DHA、ARA+DHA、ARA+EPAの各脂肪酸をそれぞれ 0.2%（w/w）
ずつ添加した 6種類の人工乳を用いて、生後 2日齢から 3週齢まで人工飼育した。 離乳後は、人工乳と同様の脂肪酸
を添加した精製飼料を自由摂取させ、9週齢時からモリス水迷路試験などの行動試験を実施した後に、脳の各部位
の脂肪酸組成を測定した。 Cont群は、離乳後から顕著な体重上昇の抑制を示した。 一方、ARAを含んだ ARA群や
ARA+DHA群、ARA+EPA群は通常の体重推移を示したが、DHA群と EPA群は、6週齢以降、徐々に体重の上昇量
が低下した。 モリス水迷路試験の学習試行では、DHAを含んだ DHA群と ARA+DHA群は良好なプラットホーム到達
を示したが、その他の群は程度の差はあるものの、到達に時間を要した。
研究成果報告
論文 1　 Hatanaka E, Harauma A, Yasuda H, Watanabe J, Nakamura M, Salem N Jr., Moriguchi T, Essentiality of 
arachidonic acid intake in murine early development, Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids, 108 （2016） 51-7.
学会発表 1　 Hatanaka E, Yasuda H, Harauma A, Watanbe J, Konishi Y, Nakamura M, Salem N Jr, Moriguchi T, The 
effects of arachidonic acid on the brain development using artiﬁcial rearing of delta-6-desaturase knockout 
mice, 12th Asian congress of nutrition, Poster （PS-01-p-043）, May14-18 （2015） Kanagawa, Japan.
学会発表 2　 畑中 えりさ，原馬 明子，小西 良子，中村　学，Salem N Jr，守口　徹，マウス脳機能における各種必須脂














論　文　 Harauma A, Sagisaka T, Horii T, Watanabe Y, Moriguchi T, The inﬂuence of n-3 fatty acid to material behavior 
and monoamine of brain in perinatal period, Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids, 107 （2016） 1-7.
学会発表 1　 Harauma A, Sagisaka T, Horii T, Nakamura S, Wakinaka N, Watanabe Y, Moriguchi T, The inﬂuence of n-3 
fatty acid on maternal behavior and brain monoamine content in the perinatal period, 12th Asian congress of 
nutrition, Poster （PS-01-p-042）, May14-18 （2015） Kanagawa, Japan.
学会発表 2　 原馬 明子，匂坂 貴幸，脇中 奈津子，内田 康太，黒田 瑛里，安齊 嘉恵，堀井 卓，中村 俊一，渡邉 芳剛，
守口 徹，マウス周産期における多価不飽和脂肪酸の重要性，第 4回 日本 DOHaD研究会学術集会，（P-13）






　脾摘した SCIDマウスの腹腔内に T. o非感染ウシ赤血球を移入し作製した SCID-Boマウスに T. o感染ウシ赤血
球（T. o感染群）および T. o非感染ウシ赤血球（T. o非感染群）を接種した。接種 47日後に、剖検し、血液の臨床
病理学的解析および肝組織の傷害像について病理学的および分子生物学的に解析した。その結果、1. T. o感染群の原




の m-RNAの発現量は T. o感染群で高値を示した。以上の結果から、T. o感染 SCID-Boマウスの肝障害発生機序に
炎症性サイトカインが関与することが示唆された。
研究成果報告
学会発表　 黒鳥優、鶴丸智貴、荻原喜久美、納谷裕子、曽川一幸、島田章則  
Theileria orientalis（T. o）原虫感染ウシ赤血球置換 SCIDマウスの病理学的解析：血液寄生原虫性疾患にお













素（NOS）を介した NOが関与していることが示唆された。また、この NO産生に NO-シトルリン回路の亢進を伴う
NO産生が関与している可能性が示唆された。
研究成果報告
学会発表　 ○林大希　宮崎陽子　田中和明　滝沢達也  
バルプロ酸によるラット脂肪組織幹細胞の神経分化の促進と NO-シトルリン回路の関与  







































① 妊娠 14日目の雌ラットを導入し、抗甲状腺剤プロピルチオウラシル（PTU）を 15 ppmの濃度で飲水中に混ぜて、
妊娠 18日目から給与した。出生時と離乳時に子ラットから胸最長筋と腓腹筋を採取した。離乳時の対照区の子ラット
































































































地栽培の AEを含んだ培地においてより大きく、また AEを含んだ培地において HAおよび NAの mRNA発現の抑制
が認められた。 
研究成果報告




































　間接蛍光抗体法を原理とした Candida albicansおよび Aspergillus fumigatusに対する簡易な抗体価測定法を検討し















論　文　 Kamiie J, Sugahara G, Yoshimoto S, Aihara N, Mineshige T, Uetsuka K, Shirota K. Identiﬁcation of a Unique 
Amyloid Sequence in AA Amyloidosis of a Pig Associated With Streptococcus Suis Infection. Vet Pathol. 2016 
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